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Erfahrungen mit der Isolierung latenter, tumorgener 
Agrobakterien aus Weinreben 
Experiences with the isolation of latent tumorgenic agrobacteria from grapevines 
Von G. Stellmach 
Zusammenfassung 
Wurzelspitzen, entnommen von verschiedenen Jungpflanzen­
Stadien der Weinrebe, wurden in Petrischalen mit dem Selek­
tivnährboden für Agrobacterium tumefaciens Biotyp 3 nach 
RoY und SASSER (1983) bebrütet. Die Wurzelspitzen wurden 
hierbei von Agrobakterien überwuchert, sofern sie latent infi­
ziert waren. Generell sind die aus den Wurzeln herausgewach­
senen Bakterien nicht von endophytischen oder epiphytischen 
Pilzen begleitet, was in Versuchen zur effektiven Bakterien­
Isolierung sehr vorteilhaft ist. Als Arbeitshypothese wird 
unterstellt, daß ein erfolgloser Versuch, Agrobakterien aus 
Wurzelspitzen zu isolieren, die Freiheit der geprüften Rebe 
von latenten Agrobakterien wahrscheinlich macht. 
Abstract 
Root tips taken from different young-plant stages of the grapevine 
were incubated in Petri-dishes with the medium selcctive for Agrobac­
terium tumefaciens biotype 3 according to Rov and SASSER (1983). 
The root tips were overgrown by agrobacteria when they were infected 
latently. Generally, agrobacteria grown out of the roots were not 
accompanied by endophytic or epiphytic fungi. This is very favourable 
in tri als to isolate agrobacteria effectively. lt is assumed hypothetically 
that an unsuccessful trial to isolate agrobacteria from root tips will 
raise the probability that the tested vine free from latent agrobacteria. 
In einem Routineverfahren zur Überprüfung von Rebvermeh­
rungsmaterial auf latente Infektionen mit Agrobacterium 
tumefaciens Biovar 3, dem Erreger der „Mauke" an Reben, 
isolieren JÄGER et al. (1989) die Bakterien aus den Rindenspä­
nen zweijährigen Holzes. Die pilzliche Begleitflora macht die 
gesuchten Bakterien häufig unauffindbar. Nach STELLMACH 
(1990) ist die Isolierung von latenten, tumorgenen Agrobakte­
rien aus Sommertrieben und Geizen von Reben einfach und 
zuverlässig, wenn diese bewurzelt werden und junge Wurzeln 
als Untersuchungsmaterial verwendet werden: In jungen Wur­
zeln ist eine die Bakterien-Isolierung störende pilzliche 
Begleitflora nicht oder nur in geringem Umfange vorhanden. 
Junge Wurzeln, die sich für Isolierungsversuche eignen 
dürften, sind nicht nur von experimentell bewurzelten Som­
mertrieben und Ge_izen, sondern auch von „normalen" Reben­
Jungpflanzen, wie Pfropfreben und Kartonagen, leicht zu 
gewinnen. Für die Praxis der Erzeugung Mauke-freier Jung­
pflanzen stellt sich die Frage, ob und inwieweit ein an jungen 
Wurzeln durchgeführter erfolgloser Isolierungsversuch das 
Freisein der Rebe von tumorgenen Agrobakterien wahr­
scheinlich macht. Die im folgenden beschriebenen Erfahrun-
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gen sollen einen Beitrag zur Beantwortung dieser Frage lie­
fern. 
1. Die Technik
1.1 Junge Wurzeln wurden durch kurzzeitiges Schwenken in 
einer 0,5 % igen Natriumhypochlorit-Lösung (versetzt mit 5 ml 
Tween 20 pro I als Netzmittel) äußerlich sterilisiert. Sodann 
wurden sie in Petriplatten auf das Selektivnährmedium für 
Agrobacterium tumefaciens Biovar 3 nach RoY und SASSER 
(1983) = RS-Medium ausgelegt und 8 bis 10 Tage lang bei 
28 °C bebrütet. 
1.2 Bakterienisolate wurden vom Nährboden abgekratzt, 
mit einigen Tropfen physiologischer Kochsalzlösung verrührt 
und zur Prüfung auf Tumorgenität jeweils einer Pflanze Nico­
tiana glauca und einer Pflanze Bryophyllum tubifolium in­
okuliert. 
2. Reben aus dem Versuchs-Labor
2.1 Wurzelechte Reben der V. vinifera-Sorte „Weißer Ries­
ling" waren invitro auf einem Nährboden, wie ihn ALTMAYER 
(1989) verwendet, herangezogen worden. Einige dieser Reben 
wurden mit einem tumorgenen Stamm von Agrobacterium 
tumefaciens inokuliert, worauf eine davon einen charakteristi­
schen Mauke-Tumor entwickelte. Unerwartet bildete die 
Rebe eine Tagwurzel aus. Diese krümmte sich positiv geotro­
pisch, wobei sie mit ihrer Spitze die Oberfläche des Nährbo­
dens erreichte. Um den Berührungspunkt von Wurzelspitze 
und Nährbodenoberfläche herum bildete sich eine schleimige 
Bakterienkolonie, die sich nach Inokulation einiger Pflanzen 
Nicotiana glauca und Bryophyllum tubifolium als tumorgen 
erwies. 
2.2 Einige noch nicht ausgereifte Geiztriebe der V. vinifera­
Sorte „Müller-Thurgau" wurden mit einem tumorgenen 
Stamm von Agrobacterium tumefaciens inokuliert und in 
einer Wasser-Torf-Kultur zur Bewurzelung gebracht. An einer 
Rebe entwickelte sich ein kleiner, aber charakteristischer 
Mauke-Tumor. 
Die jungen Wurzeln, die nach wenigen Wochen erschienen, 
erwiesen sich als bakterienverseucht. Die Bakterien waren 
tumorgen. 
2.3 Eine dreijährige Topfrebe der V. vinifera-Sorte „Weißer 
Riesling" auf der Unterlage S04 hatte an dieser einen typi­
schen Mauke-Tumor ausgebildet. Bakterien-Isolate aus den 
Wurzelspitzen dieser Rebe erwiesen sich in mehrfacher Wie­
derholung als tumorgen. 
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2.4 Die dreijährige Topfrebe aus 2.3 war nach Abschluß der 
Winterruhe auf zwei Augen zurückgeschnitten worden. 
Sodann war der Stamm mit einer 0,5 %igen Natriumhypochlo­
rit-Lösung (versetzt mit 5 ml Tween 20 pro Liter als Netzmit­
tel) äußerlich desinfiziert und durch Eintauchen in verflüssig­
tes Veredelungswachs mit einer Wachsschicht überzogen wor­
den. Danach war eine Flasche aus weißem Glas, die durch 
trockene Hitze keimfrei gemacht worden war, über den 
Stamm gestülpt und am Stammgrund mit steriler Watte abge­
dichtet worden. Schließlich war die Topfrebe mitsamt der 
übergestülpten Glasflasche in einer Klimakammer, die auf 
28 °C temperiert und mit Dauerlicht beleuchtet war, aufge­
stellt worden. Aus dem wachsüberzogenen Holz wuchsen zwei 
Sommertriebe und eine Anzahl Luftwurzeln in die sterile 
Flasche hinein. Sproßscheiben und Luftwurzeln wurden auf 
dem RS-Medium inkubiert. Es wuchsen sowohl Bakterien als 
auch Pilze. Versuche zur Isolierung von Bakterien wurden 
daraufhin abgebrochen. 
2.5 Eine Topfrebe der Hybride LN 33, die in gärtnerischer 
Erde in einer Klimakammer bei konstant 28 °C Temperatur 
kultiviert worden war, entwickelte Luftwurzeln. Agrobakte­
rien waren auf RS-Medium nicht nachzuweisen, dafür wurden 
die Wurzeln von einem dichten Pilzrasen (Penicillium sp.) 
überwuchert. 
3. Reben aus der kommerziellen Pflanzguterzeugung
3.1 Ein- und zweijähriges ruhendes Holz maukekranker und 
symptomfreier Reben verschiedener V. vinifera-Sorten wurde 
im Winter in Längen von 20-30 cm geschnitten, in Torf 
gesteckt und im Gewächshaus zur Bewurzelung gebracht. 
Junge Wurzeln dienten als Untersuchungsmaterial. 
3.2 Bewurzelte Pfropfreben in Kartonagen wurden im Juni­
Juli aus dem Vortreibbeet entnommen. Die Wurzeln dienten 
als Untersuchungsmaterial. 
3.3 Bewurzelte Pfropfreben aus dem Kühlraum wurden 
pflanzfertig zurückgeschnitten, in Lavalit (vulkanische 
Schlacke) getopft und in der Klimakammer bei 28 °C angetrie­
ben. Die neu gebildeten Wurzeln dienten als Untersuchungs­
material. 
4. Ergebnisse
4.1 Nach der Bebrütung wareR praktisch alle Petriplatten, 
die mit jungen Wurzeln verschiedener Herkunft belegt waren, 
frei von pilzlicher Begleitflora. 
4.2 Einige Wurzelproben waren von einem dichten, zusam­
menhängenden Bakterienschleim vollständig umhüllt. Andere 
Wurzelproben zeigten sich mit einem deutlich schwächer aus­
geprägten Bakterienschleim. Schließlich blieb eine dritte 
Gruppe Wurzelproben ohne jeden Bewuchs mit Mikroorga­
nismen. 
4.3 Immer dann, wenn sich der Bakterienschleim um die 
ausgelegten Wurzeln schnell und üppig entwickelt hatte, rea­
gierten die inokulierten Testpflanzen mit der Bildung von 
charakteristischen Tumoren. War der Bakterienschleim deut­
lich schwächer entwickelt, reagierten die Testpflanzen nicht. 
Wenn überhaupt kein Bakterienschleim ausgebildet worden 
war, wurde die jeweilige Rebe als maukefrei bonitiert. 
5. Diskussion
Das Erscheinungsbild einer mit Agrobakterien infizierten jun­
gen Wurzel auf dem RS-Medium läßt die Annahme zu, daß 
Bakterien aus den inneren Gewebebereichen des Reb-Spros­
ses in die der Wurzel durchgetreten, dann aus der Wurzel 
herausgetreten sind und sich auf dieser und auf dem RS­
Medium massenhaft vermehrt haben. Der Durchtritt durch 
die verschiedenen Rebengewebe (Leitgefäße des Zentralzylin­
ders, Rinde = Cortex, Rindenabschlußgewebe = Rhizoder­
mis) sowie der Austritt auf die Oberfläche der Wurzel und des 
Nährbodens scheint für Agrobakterien problemlos möglich zu 
sein. 
Das korrespondiert mit der bekannten Tatsache, daß die 
Leitgefäße der Wurzel mittels der sogenannten Durchlaßzel­
len mit dem Rindengewebe in Verbindung stehen und daß das 
Rindengewebe frei von Kutin und deshalb völlig wasserdurch­
lässig ist. Somit ist es vorstellbar, daß Agrobakterien in den 
wassergefüllten Interzellularen des Rebengewebes „schwim­
mend" den Nährboden erreichen, ohne in nennenswerter 
Weise von undurchlässigen Gewebeschichten aufgehalten zu 
werden. Es ist darüber hinaus vorstellbar, daß der wasserge­
füllte Raum zwischen Zentralzylinder, Cortex und Rhizoder­
mis frei ist für die Diffusion von Nähr- und Wirkstoffen 
zwischen Wurzel- und Nährboden, was das Bakterienwachs­
tum zusätzlich begünstigen dürfte. In diesem Zusammenhang 
erhebt sich die Frage, ob im Verlauf der vegetativen Vermeh­
rung von möglicherweise latent bakterienverseuchten Reben 
die Besiedlung ihrer jungen Wurzeln schnell genug erfolgt, um 
nach einem Versuch, Bakterien aus ihnen zu isolieren, eine 
zuverlässige Aussage über die Bakterienverseuchung dieser 
Reben machen zu können. Hier sei zunächst auf die Rebe 
unter 2.2 hingewiesen: Es waren nur wenige Wochen von der 
Inokulation bis zur Wurzelbehandlung, die einen positiven 
Befund erbrachte, vergangen. Die Besiedlung der Wurzeln 
erfolgte also bei nicht ausgereiften Geizen innerhalb relativ 
kurzer Zeit. Auch die von STELLMACH (1990) an Sommertrie­
ben und Geizen gemachten Beobachtungen deuten auf eine 
relativ hohe Mobilität von Agrobakterien in wachsenden 
Reben hin. Das steht im Gegensatz zu anderen Autoren (z.B. 
JÄGER et al. 1990), die eine geringe Wanderungsgeschwindig­
keit der Bakterien in Reben festgestellt zu haben glaubten. 
Eine kritische Analyse ihrer lsolierungstechniken zeigt aber, 
daß diese wegen ihrer geringen Empfindlichkeit nicht in der 
Lage sein können, sehr geringe Bakterienkonzentrationen zu 
erfassen und Aussagen über die Bakterien-Mobilität in Reben 
zuzulassen. 
Es ist früher schon darauf hingewiesen worden (STELL­
MACH, 1990), daß in Versuchen zur Isolierung tumorgener 
Agrobakterien aus jungen Wurzeln mit Hilfe der unter 1 
beschriebenen Technik eine pilzliche Begleitflora nicht aufge­
treten ist, obgleich eine solche auf dem RS-Medium wachsen 
kann. Diesbezügliche Erfahrungen wurden immer dann 
gemacht, wenn verholztes Sproßgewebe als Versuchsmaterial 
verwendet wurde. Das gilt für einjähriges Holz, mehr noch für 
zweijähriges Holz, insbesondere aber für alte Tumoren. Dar­
aus ist zu schließen, daß „alte" Gewebe des Rebensprosses 
denkbar schlechte Voraussetzungen mitbringen, als Material 
zur Isolierung von latenten, tumorgenen Agrobakterien zu 
dienen. Einmal wegen der Schwierigkeit, Bakterien, die in 
verholztem Gewebe gewissermaßen eingeschlossen sind, aus 
diesem Gewebe - z.B. durch Mörsern von Rindenspänen - zu 
befreien und sie auf einem geeigneten Nährboden zur Kolo­
nienbildung zu veranlassen; denn nur in dieser Form können sie 
mit den z. Zt. verfügbaren Methoden diagnostiziert werden. 
Zum anderen wegen der in altem Sproßgewebe anwesenden 
pilzlichen Begleitflora. Eine solche kann in einem Nährboden 
Nähr- und Wirkstoffmangel verursachen, was dazu führt, daß 
z.B. das von vornherein „arme" RS-Medium nicht mehr in der 
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Lage ist, Agrobakterien zur Kolonienbildung zu bringen: Die 
Begleitflora hat die Agrobakterien unauffindbar gemacht. 
Die praxisrelevante Nutzung junger Wurzeln als Material zur 
effektiven Isolierung latenter, tumorgener Agrobakterien ist im 
Gegensatz zu „J ungreben" aller Art an erwachsenen Freilandre­
ben kaum möglich. Das mag als Nachteil empfunden werden, ist 
es aber nicht, wenn man folgendes bedenkt: Je geringer an Masse 
„die Rebe" ist, um so zuverlässiger ist die Aussage über die in der 
Rebe eventuell latent vorhandenen Agrobakterien: Eine 
geringe Masse „Rebe" liefert einen nur kleinen Spielraum für die 
mögliche - in diesem Zusammenhang höchst problematische -
inhomogene Verteilung von Bakterien im Rebenkörper. Das ist 
besonders wichtig für den Fall, daß sich ein negativer Befund 
ergeben hat. Die geringste Masse „Rebe", die realiter vorstell­
bar ist, ist ein bewurzeltes Meristem in vitro. In wesentlich 
größeren Dimensionen stellen sich Sommertriebe, Geizen, 
Kartonage- und Pfropfreben dar. Die Entnahme einer Wurzel-
. probe schränkt die Lebensfähigkeit einer In-vitro-Rebe stark, 
die der letztgenannten Reben nicht in nennenswertem Umfange 
ein. Ihre Masse ist aber gering genug, um nach erfolglosen 
Versuchen, Agrobakterien zu isolieren, die Wahrscheinlichkeit 
der Mauke-Freiheit zu erhöhen. 
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Untersuchungen zur Abschätzung des Gefährdungspotentials von 
Rodentiziden für Waldkäuze (Strix aluco L.) 
Studies to assess the potential hazard of rodenticides to Tawny owls (Strix aluco L.) 
Von H. Gemmeke 
Zusammenfassung 
Die Gefahr der Sekundärvergiftung von Beutegreifern durch 
Rodentizide ist wesentlich von der Toxizität und Verfügbar­
keit der Mittel für diese Tiere abhängig. Zur. Klärung der 
Frage, ob Waldkäuze bei einer Bekämpfung von Wanderrat­
ten (Rattus norvegicus) auf einem landwirtschaftlichen 
Betrieb mit Rodentiziden in Berührung kommen können, 
wurden Versuche mit markierten Rattenködern durchgeführt. 
Dabei zeigte sich, daß zwei Waldkäuze, die sich während einer 
Bekämpfungsaktion in einer Scheune aufhielten, mehrere ver­
giftete Wanderratten gefressen hatten. In den an den Schlaf­
plätzen der Waldkäuze gesammelten Gewöllen wurden der 
Markierungsstoff (Pollen bestimmter Pflanzen) und Knochen­
reste von Wanderratten gefunden. Dadurch ist belegt, daß 
Waldkäuze auch vergiftete Wanderratten aus Ställen und 
Scheunen und aus dem engeren Hofbereich aufnehmen und 
dadurch mit Rodentiziden in Berührung kommen können. 
Abstract 
The risk to predators of secondary poisoning by rodenticides is essen­
tially depended on toxicity and exposure of rodenticides to these non-
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target organisms. To settle the question, if Tawny owls (Strix a/uco) 
may come in contact with rodenticides during a control of Norway rats 
(Rattus norvegicus) on farmsteads, a trial was carried out using a bait 
marked with pollen. The results have shown that Tawny owls may 
consume poisoned Norway rats. The pollen marker and bones of 
Norway rats were found in their pellets. This indicates that Tawny 
owls may catch poisoned rats in stables, barns and on farmsteads and 
in this way they can come in contact with rodenticides. 
Bei der Anwendung von Rodentiziden sollen Primär- und 
Sekundärvergiftungen von Tieren, die nicht Ziel der Bekämp­
fung sind, vermieden werden. Zur Abschätzung der Gefähr­
dung dieser sogenannten Non-target-Organismen sind Kennt­
nisse über das Gefährdungspotential der verwendeten Präpa­
rate und über die Schadenswahrscheinlichkeit erforderlich 
(BRowN et al. 1988, CoLVIN et al. 1988). Das Gefährdungspo­
tential wird durch die Toxizität eines Mittels und seine Verfüg­
barkeit für Non-target-Organismen bestimmt (JOHNSON 1982). 
Auf die Schadenswahrscheinlichkeit haben zusätzlich spezifi­
sche örtliche, zeitliche und witterungsbedingte Faktoren einen 
Einfluß. Sie bestimmen zusammen mit dem Gefährdungspo­
tential die tatsächlich vorhandene Gefährdung betroffener 
Tiere. In dieser Arbeit wird nur zur Verfügbarkeit als einer 
